熱帯 医学 第 10 巻 第 1 号 :39 へ 49 頁 , 1968 年 3 H 39 


腔 トリ コモ ナス の 培養 に お ける 
生乳 培地 の R 対 


中 林 敏夫 *・ 宮 H WY 
長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 疫学 部 (主任 : 中 林 敏 夫 教授 


(Received for Publication February 15, 1968) 


Examination of a Milk Medium 


in the Cultivation of Trichomonas veginalis 


Toshio NAKABAYASHI and Akira MIYATA 


Department of Epidemiology, Institute for Tropical Medicine, Nagasaki University 
(Director: Prof. Toshio NAKABAYASHT) 


Summary 


In a majority of culture media hitherto devised for Trichomonas vaginalis’ Tv), use of animal 
sera was inevitable to meet the nutritional requirement of this parasite. In this meaning, 
Samuels’ C6 and C7 medium (Samuels, 1963, 1965), in which light cream or whipping 
cream was used for serum, was of much interest. This experiment was done to examine 
Samuels’ C7 and further to make up an improved milk medium. A serum-containing 
medium (V-Bouillon) was used in this experiment as a control. 

The outline of results obtained was summarized as follows: 

1) Subcultures of Tv with modified C7 media in which various milk products were used in 
place of whipping cream were found impossible. It was, however, observed that fresh 
cow milk fairly stimulated the growth of Tv (Table 1). 

2) As an improved C7, TTM medium (Trypticase-Thiomalic acid-Milk Medium) which 
was finaly prepared through the quantitative examination of each. medium component 
demonstrated an excellent capability of supporting the growth of Tv. 

TTM medium was prepared as described below: 4.2 g of trypticase, 1.2 g of liver 
extract, 0.3 g of yeast extract and 7.5 mg of KH。PO4。 were dissolved in 100 ml of boiling 
distilled water. 8 mg of citric acid, 20 mg of thiomalic acid, 40 mg of ascorbic acid and 


0.5 g of glucose were added to the solution after cooling. The solution was adjusted the 
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pH to 6.0 with 1 N NaOH and sterilized with a Seitz filter. To the solution was further 
added 0.8 mg of cholesterol, which was dissolved in absolute ethanol at the rate of 20 mg 
per ml, and 0.25 ml of fresh milk which was sterilized by autoclaving at 120?C for 20 min. 
or by intermittent boiling at 100?C for 30 min. 3 times, and distributed into sterile test 
tube 5 ml per tube. (Tables 2 and 3). 
3) The following substances were found to be essential for Tv cultivation in TTM : cow 
milk, cholesterol, ascorbic acid and thiomalic acid. From the fact that thiomalic acid could 
be replaced by cysteine HCI, it was assumed that these substances might play a role in 
lowering the oxidation-reduction potential of medium. (Tables 3, 4, 5, 6 and 7). 
4) It was thought that trypticase and liver extract were the important sources of amino 
acids in TTM. 
each 2 g of trypticase and polypeptone, the growth of Tv was satisfactorily promoted. 
CTables 8,9 and 10) 

- From the results described above, it was concluded that TTM medium would be 


Trypticase could not be completely replaced by polypeptone but by 


practically useable in the serial cultivation of Tv. The principal differences of TTM 
from C7 medium were in ; firstly the sterilization of medium with the Seitz filter apparatus, 
secondarily the addition of cow milk instead of whipping cream and lastly adiusting the 
pH to 6.0. 

As to isolation culture of Tv from vaginal secretion of patients with use of TTM and 


other two milk media derived from C7 medium, a report was previously published by the 


present authors (Nakabayashi and Miyata, 1967). 


は じ 


膝下 トリ コモ ナス Trichomonas Donné, 
19597 (以下 Tv cigs) の 培養 法 に 関し て は , 古 
く よ り 数 多く の 研究 報告 が 見 出さ れる が , Johnson, 
Trussell Tohn<1945) ら の CPLM 培地 に よる Tv 
の 純粋 培養 の 成功 と に よって, この 分 野 の 研究 は 画 期 的 
な 進歩 を 未 し た . 

わが 国 で も CPLM 培地 を 参考 に 浜田 (1955) の 
V-Bouillorj:ji€ (1954) の Cysteine buillon 
血清 培地 な ど が 発表 され , 培養 法 に よる Tw 検出 が 確 
ん に 行なわ れる よう に な っ た . 

し か し 今 まで 発表 され た 培地 は いずれ も , その 組成 
の 一 部 こと し て 約 15% の 血清 を 不可 欠 の 要素 と し て お り , 
血清 を 欠く と Tv の 増殖 は 減少 し , 継 代 維持 で き な い 
とこ と が 知ら れ て いる . そこ と で 培地 中 の 血清 を 他 の 物質 
と 置換 する 試み や 血清 中 の 増殖 促進 物質 の 検討 が 行 な 
われ て 来 た (Sprince, Kupferberg, etal 1947- 
1948: 池 内 1959) 


vaginalis 


め に 


他方 , 動物 血清 の 無菌 的 採取 お よび 保存 は , 時 と し て , 
か な り 了 困難 な 場合 が あり , 血清 に 代 る 入手 容 協 な 培地 
成分 を 要求 する 声 も 少な く な か っ た . と の 点 に 関し て 
Samuels (1962.1965) の 報告 し た C6 お よび GT Hetz 
地 清 の 代り に 乳 製品 (light cream, whipping cream) 
を 用 いた も の で TV を は じ め 数 種 の トリ コモ ナス の 継 
代 培 養 に 好成績 を お さめ た と と が 報告 され 注目 に 値 す 
る も の で あっ た . 

著者 ら は , 製法 の 容易 な 無血 清 培地 を 作成 する と と 
を 目的 に , Samuelso C7 培地 に つい て , 製法 お よび 
組成 の 検討 を 行なう と と も に , 各種 の 市 取 乳 製品 に つ 
いて も 検討 を 加え , 一 種 の 牛乳 培地 で TTM 培地 う を 作 
Wore. さら に TTYTMI を 若干 改変 し た 培地 を も 作製 し , 
これ ら 和 牛乳 培地 を 用 いて 患者 材料 か ら の Tv 分 離 培養 
を 試み た CHM, 宮田 1967) 

本 研究 は CT に つい て の 検討 と TTM 培 地 を 得る に 
至っ た 諸 実験 成績 に つい て 報告 する も の で ある . 
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実験 方 法 及び 材料 


C7 培地 の 乳 製品 の 部 分 (whipping cream) を 他 
の 乳 製品 で 置換 し て , Tv 増殖 の た め の 適当 な 乳 製品 
お よび その 添加 量 の 見 当 を つけ た . 

また C7 を 基礎 に 作成 し た 牛乳 培地 を 用 いて , と の 
培地 の 各 成 分 量 お よび 他 の 物質 と の 置換 の 可 人 否 , 製法 
の 簡便 化 に 努め , その 結果 , 最終 的 に 得 ら れ た 牛乳 塔 
地 を TTM 培地 と 呼称 し た . な お Tv 培養 実験 に お い 

ihe LCOSEER e UC ifj V-Bouillor を 使用 し た . 
1. Samuels’ C7 培地 の 組成 お よび 供 試 乳 製 品 

本 研究 の 基礎 と な っ た Samuels’ C7 HHO MIT 
下記 の 通り で ある . 


Dist. water 100ml 
Trypticase 4.2 g 
Liver extract 1.25 g 
Yeast extract 0.3 g 
KHaPO, 7.5mg 
Citric acid H20 8 mg 
Thiomalic acid 20 mg 
Ascorbic acid 40 mg 
Glucose 150 mg 


以上 を 加 温 C59?C) 盗 解 し , 以下 を 加え る . Choles- 
terol 0, 8mg (0.4 ml の 無水 Ethanol に 溶解 し た も 
D) 添加 後 , 1 N-KOH を 用 い pH 7.0 に 調整 し , 
原 法 で は whipping cream 0.01 ml を 添加 する . と 
れ を 中 試験 管 に 5ml ず つ 分 注 後 , 120?C, 20 分 高圧 燕 
気 滅菌 し , 冷蔵 庫 に 保存 し た . 使用 に 際 し て は , その 
直前 に 煮沸 水中 で 約 10 分 間 加 温 後 , 水道 水 で 急冷 し , 
嫌気 的 培養 条件 と し た . 

C7 培地 の 検討 に 当っ て は , まず その 乳 製 品 で ある 
whipping cream を 入手 の 容易 な 市 販 乳 製品 に 置換 
し える か 否 を 検討 し た . 

供 試 乳 製品 は , 牛乳 (雪印 ホモ ナイ ズ 和 牛乳 う , 生 ク 
リー ム (BAD, スキ ム ・ ミ ルク (BAD, クリ ー ム 


パウ ダー (クリ ー プ , 森永 ) MERL 【( エ バ ミ ル ク , 


ネッ スル ) の 5 種 . 
2. TTMESb(Trypticase-Thiomalic acid-Milkt# H) 
牛乳 を 主 成分 と し て 使用 し た 7 培地 に つい て , € 


の 培地 成分 の 至 適 量 を 検討 し , 最終 的 に 得 ら れ た 培地 
を TTM 拉 地 と 略称 し た , と の 培地 の 組成 お よび 製法 
は 次 の 通り で ある 
Dist. water 100m1 
Trypticase 4.2 g 


Liver extract 1.2 g 
Yeast extract 0.3 g 
KHzsPO4 7.5mg 
以上 を 煮沸 水中 で 加 温 溶解 し , 冷却 後 以 下 の 物質 を 
常温 で 溶解 する 
Citric acid HzO 8mg 
Thiomalic acid 20mg 
Ascorbic acid 40mg 
Glucose 0.5 g 
溶解 後 pH 6.0 に 調整 し , ザイ ツ 型 REAC LO 
UBI S 5. 


と れ に 市 販 和 牛乳 (雪印 ホモ ナイ ズ 和 牛乳 ) を 100°C, 
30 分 , 3 回 蒸気 間 欺 滅菌 また は 120°C, 20 分 高圧 蒸気 
REL, 0.25ml を 培地 100m1 に 添加 し , さら に Cho- 
lesterol 0.8mg (あら か じ め 0.4ml の 無水 Ethanol 
に 溶解 ) を 加え る . 完成 し た 培養 液 を 5mlg O BALA 
験 管 分 注 し , 冷蔵 庫 中 に 保存 し た . 使用 直前 に 加 
温 , 冷却 を 加え る の は 前 述 の 通り で ある . 

3. V-Bouillon 培 地 (以下 VB と 略す ) 

WHEL THU te V-Bouillon 培地 は , 血清 を 10% 
含有 する も の で , その 処 法 は 既報 の 文献 を 参照 され た 
い (浜田 1953 : 中 林 ・ 宮 田 1969) 

4. 供 試 〒v 株 お よび 培養 方 法 

実験 に 用 いた 膝下 リコ モナ ス は 当 教 室 で VB を 届い 
継 代 維 持 し て 来 た 5 株 で ある . いずれ の 株 も VB 中 で 
きわ め て 安定 し た 増殖 を し めし , また 雑菌 化 入 の な い 
と と を 無菌 試験 に よっ て 確認 し た も の で ある . 原虫 接 
種 法 は VB ま た は TT M で 継 代 中 の 原虫 を その 培地 の 
中 層 部 より 減 菌 毛細 管 ピ ペッ ト で 数 滴 吸 引 し , 供 試 培 

地 に 接種 し , 37?C 恒 温 器 で 培養 し た . 接種 し た Tv の 

数 は 時 に より 異な る が 大 体 100,00C~200,000 で ある 
5. Tv 増殖 の 判定 

Tv の 増殖 の 有無 判定 は 接種 48 時 間 後 に 行ない , 同 
時 に 新しい 培地 へ 継 代 し た . 

すなわち 試験 管 を 軽く 振 治し, 毛細 管 ピ ペット で 中 
層 部 よ り 数 滴 採取 し , 継 代 に 用 いた . 同時 に トー マ の 
へ モ サ イト ・ メ ー タ ー を 用 いて 各 供 試 培地 中 の Tv 数 
を 数 え , 次 の 基 苺 で 記号 表示 し た . 原則 と し て 各 表 と 
も 6 代 ま で の 継 代 成 績 を し めし た が , いずれ も その 後 
さら に 何 代 か 継 代 を 重ね , その 成績 を 参考 に し た . 

ーー Tv が 全く 認め られ な い 場 合 
4 Ty 数 ] ~500/mm3 


a 
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+ Tv 数 501~1000/mm3 
dh Tv#1001~1500/mm3 
Hi TvJ41501—2000/mm9? 
iH 〒 ャ 数 2001 以 上 


E 績 


1 C7 培 地 に お ける 各種 乳 製品 の 検討 

C7 培地 の whipping cream を 他 の 種々 の 乳 製 品 に 
置換 し , Tv の 増殖 に 及ぼ す 効 果 を 検討 し た . その 成 
績 は 第 1 表 か ら 明 ら か な よう (と, 用 いた 牛乳 , 生 ク リ 
ー ム , スキ ム ・ ミ ルク , クリ ー プ , WERI O 5 HO 
25, どれ を 用 いて も Tv の 長期 継 代 は 困難 で あっ た . 
た だ スキ ム ・ ミ ルク お よび 牛乳 は , 他 の 乳 製品 の 場合 
より も 長く 継 代 で きる よう で あっ た . 特に 牛乳 2m1 を 
添加 し た 場合 で は , 8 代 ま で 継 代 する とこ と が で き た が , 
Tv の 増殖 は 代 を 重ね る に つれ て 低下 し た . 一 方 , 対 
照 と し て 用 いた 全く 乳 製 品 を 含ま な い 培 地 で は , Tv 
は 殆 ん ど 増 殖 し な か っ た . E KROACI, 
2 代 ま で し か 継 代 し えな か っ た が , 初代 に お ける Tv 
の 増殖 は か な り 良 く , と れ ら の と と は 肪 製品 中 (に Tv 
の 増殖 促進 物質 が 存在 する こと を し めし て いる よう に 


第 1 表 


田 TE 


な お いずれ の 場合 も 運動 性 を 有する 生 原 虫 の み を 数 
えた . 

表 お よび 本 文中 に 出 て くる 培地 成分 は 培地 100ml 中 
の 量 で ある . 


成 験 
思わ れ た 。 


2 TTM 培地 に よる Tv の 培養 成績 

先 の 実験 で 乳 製品 と し て は 牛乳 が も っ と も 秀 れ た 成 
績 を 示し た の で , 以後 生乳 を 使用 し つつ , 07 培地 の 
各 組 成 お よび 製法 に つい て 検討 を 続け た . その 個々 の 
検討 成績 に 先だって , 最終 的 に 得 ら れ た TTM 培地 に 
お ける Tv の 培養 成績 を 送 べ る こと と する . 

た だ , 培地 滅菌 法 に 関し て は C7 培地 に お ける 12CC? 
20 分 , 高圧 蒸気 滅菌 が 妥当 で な いと の 考 護 か ら , 以後 
の 滅菌 法 は すべ て 濾過 滅菌 法 を 基礎 と し た 点 を 明記 し 
て お きた い . 

培養 お よび 継 代 成績 は 第 2 表 に 示し た よう に , 対照 
と し た VB 培地 (10% 和 牛 血 清 加 培 地 ) と 比較 し て , 少 
し も 劣ら な い 成 績 を 示し た が 株 に より 成績 に や や 差 が 
あり , TS, MY 両 株 な ど は 長期 継 代 中 に 何 度 か 増殖 が 


Samuels C7 培地 に お ける Tv の 増殖 に 対す る 各種 乳 製品 の 比較 


Quantity of addition G : . 
. eneration no, Possible to 
Milk products ml of modem) in subculture maintain 9 
0.3 ml 7-8 No 
. roe " 2 7-8 No 
Milk (Yukijirushi) 1 3 Ves 9* 
5 6-7 No 
0.01m1 3 No 
was " 0.1 4 No 
Fresh cream (Yukijirushi) 0.5 4 No 
2 4 No 
ーー 0.1g 3 No 
Skim milk (Yukijirushi) 0.2 5 No 
0.3 5-8 No 
Cream powder(Creap. Morinaga) 0.2 g 4 No 
Sugarless condensed milk 0.01 ml 2 | No 
CNestle) 4 2 | No 
Control (no milk product) 0 1-2 No 


Table 1. Comparison of some milk products for the multiplication of Tv in Samuels’ C7 


* Yes ? means that the serial cultivation was possible but the growth of Tv in the medium 


was not stable. 


第 2 表 TIM the ku VB 培地 に よる Tv MARE 
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| | Generation no. in subculture Possible to 
Strain | Medium ; maintain 9 
1 2 3 | 4 | 5 6 7 8 s 
* | 

TK TTM Hit H HH Ht HHH Ht tH Ht Yes 

VB + + + + ++ HH HH HH Yes 

TS TTM MEE + +H +H + + ik Yes 

VB + + + 4 HH i +H Yes 

MY TTM HH m m Ht d F T Yes 

VB d + H H + mt H Yes 

TM TTM HH + + H H Ht Ht 3E Yes 

VB + + + + + + 中 + Yes 

Table 2. Examination on the serial cultivation of Tv with TTM and VB 


* The following signs were used for indicating the multiplication of Tw in a 48 hour culture, 


0 /mm3 
1-500/mm3 


十 
pis 
i 
"m 
Hn 


501-1000/mm? 
1001-1500/mm3 
1501-2000/mm3 


2000 —/mm3 


第 3 表 TTM 培地 に お ける 和牛 乳 量 の Tv 増殖 に 対す る 影響 
Quantity of milk | Generation no. in subculture Possible to 
Strain cml per !00. | pps 
ml of medium) | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 6 | main ; 
1 HH H t H Yes 
0.5 | +H Ht f | Yes 
Dues i Ht Ht H 3 Yes 
TK 0,125 Tr HH +H HH H +h Yes 
0. 06 + + + zs No 
0.03 + + ++ + + + Yes 9* 
0 + + ー | No 
1 mi t+ ー No ?* 
0.3 H + + Yes 
0. 25 H th de Ht Yes 
MY 0. 125 | tt -+ ー No 
0. 06 + — No 
0. 03 + — No 
0 = No 


Table 3. Influence of the quantity of milk on the multiplication of Tv in TTM 


* Yes 9 means that the serial cultivation was possible but the growth of Tv in the medium 


was not stable, 


** No ? means that the serial subculture might be possible in some cases. 


" IE X OR E 


第 4 表 牛乳 の 滅菌 方 法 の 検討 


v Method of Generation no. in subculture Possible to 
"Strain terilizati - intain の 
sterilization 1 2 | s 4 5 6 maintain ¢ 
Autoclaving* ug 4E 4 + + + Yes 
TK 
Intermittent + + + E 4- Yes 
boiling** 
Autoclaving th + E Ea + Yes 
MY 
Intermittent + + +H Yes 
boiling 


Table 4. Examination on the sterilization method of milk 


* 120° C for 20 min. 


** 100° C for 30 min. 3 times (once daily) 


低下 し , 一 方 TK,TM 株 は 比較 的 安定 し た 増殖 を 保っ た . 
し か し どの 株 も 30 代 まで 継 代 を 続け る と と が で きた . 
3 TTM 培地 中 の 牛乳 量 お よび その 減 菌 方 法 の 検討 
先 の 実験 に と お ける 添加 牛乳 量 は 0.25m1/100m1 で あ 
っ た が , と の 和牛 乳 量 の 決定 は , 具体 的 に は と の 実験 に 
よっ て 導 か れ た も の で ある . 第 3 表 か ら 明 ら か な よう 
に 牛乳 量 は 0.125 1ml/100m1 で あれ ば , 大 体 似 た 
よう な 成績 で あっ た . し か し 牛乳 量 が 0.5m1 以 上 で あ 
tid, GEIL, 原虫 増殖 の 肉眼 的 判定 な ど 支 
PEATE < OT 0.25m1/100m1 を 採用 する と と と し た . 
な お 牛乳 は ザイ ツ 濾 過 器 を 通過 し 難い の で 別 の 方 法 
TREL, 培地 に 添加 し な けれ ば な ら な い . と の た め 
牛乳 の 滅菌 方 法 と し て , 100°C, 304, 3 RANKA 
Pc 120°C, 20 分 高圧 蒸気 滅菌 の 二 通 り の 方 法 を 比較 


検討 し た 。 そ の 成績 は 第 4 表 に 明らか な と お り , どちら 
の 滅菌 法 を 用 いて も , その 成績 に は 殆 ん ど 差 が 認め ら 
れ な か っ た 。 
4 TTM 培 地 中 の Cholesterol 量 の 検討 

第 5 表 の 通り , Cholesterol を 全く 欠く 培地 で は Tv 
は 増殖 で き な い . 0.4mg/ 109m1 以 上 で あれ ば , 増殖 
を 支持 し える よう に 思わ れ た が , 十分 な 必要 量 を 考え 
る た め に , C7 培地 の 場合 と 同様 に 0.8mg/100m1 を 添 
加 す る と と と し た . 
5 TTM 培 地 中 の Ascorbic acid 量 の 検討 

第 6 表 の 通り , Ascorbic acid が 欠け た 場合 も Tv 
の 増殖 は 認め られ な か っ た . 夷 験 成績 か ら 添 加 量 と し 
て 40mg/100m1 が 妥当 と 思わ れ た . 


第 5 表 TIM 培地 に お ける Cholesterol 量 の Tv 増殖 に 対す る 影響 


Strain sterol ner price riis Possible to 
Cmg per 100 ml 1 2 3 4 | 5 6 maintain ? 
j of medium) | 

1.6 + + ++ de Sb + . Yes 

0.8 d 4p qe ic P uh de E Yes 

TK 0. 4 上 + 4F — No 

0.2 + + — No 

p し TS No 

1.6 it ++ + + H + Yes 

| 0.8 Hu + + st + 4 Yes 

MY 9.4 +H + + + + + Yes 

0. 2 tH + + PE No 

E ; T = No 


Takle 5. Influence of the quantity of cholesterol on the multiplication of Tv in TTM 
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第 6 表 TTM 培地 に お ける Ascorbic acid BO Tv 増殖 に 対す る 影響 
ーー 
Eran NN | | Generation nos in subculture Possible io 
Cmg per 100 ml | 1 | 2 3 4 5 6 maintain ? 
of medium) | | | 
80 ++ tt p. xp OM E lh Yes 
40 dk Hr HH H Ht Ht Yes 
TK 20 i n Zs | No 
10 = No 
0 ー | | No 
80 4 ar 4 + + = No? 
40 o # H + + + Yes 
MY 20 + ー No 
l 10 — No 
0 — No 


Table 6. Influence of the quantity of ascorbic acid on the multiplication of Tv in TTM 


6 TTM 培地 中 の Thiomalic acid お よび Citric acid 
HH20 の 検討 
第 7 表 に 示し た よう に , と の 両者 を 欠く 培地 で は , 

Tv の 増殖 お よび 継 代 培養 は 不可 能 こ と なる. し か し い 
ずれ か 一 方 を 欠く 場合 で は , MY 株 で み ら れ る よう に 
Thiomalic acid を 欠け ば , Tv の 増殖 を 抑え る 場合 が 
観察 され た の に 反し Citric acid を 欠く 場合 は , A 
ど 影 響 が な いよ う で あっ た . また 両方 こも 除き , 代り 
iz Cysteine HCI 100mg/100ml を 添加 し た 場合 は 対 


照 と 同じ くき わ め て 好成績 で あっ た . 

7 TTM 人 培地 中 の Liver extract Z ORË 

Liver extract の 量 を 検討 し た 成績 は 第 8 表 の 通 ひ 
で ある . MY 株 の 成績 お よび 表示 し な か っ た 他 の 株 の 
成績 を 参考 に する と , Liver extract 量 は 1.25g/ 
100ml が 妥当 の よう に 考え られ る . 
8 TTM 培地 中 の Tryptdcase BORH 

Trypticase は 培地 中 の 主要 な 蛋白 源 こ し て HAS 
れる の で , 他 の 成分 に 比 し 使用 量 は きわ め て 多い の は 


第 7 表 TTM 培地 に お ける Thiomalic acid お よび Citric acid の Tv 増殖 に 対す る 影響 
Tn 
strain | Quantity of addition (mg Generation no, in, subculture Possible to 
Diran per 100 ml of medium) 1 | 3 4 3 6 。 maintain ? 
20 mg of thiomalic acid | 

and 8 mg of citric acid | + HH +h HE HH Hoo o] Yes 
Ccontrol) | 
TK 20 mg of thiomalic acid ++ HH HB 340 0 H Hy HH Yes 
l 8 mg of citric acid 4 1 i H +H Yes 
i 100 mg of cysteine Hcl + jit +H +4 1 Yes 
None -H | + — | | No 
1 I 
| 20 mg of thiomalic acid | 
and 8 mg of citric acid +H + H + + Yes 
Ccontrol) 
MY 20 mg of thiomalic acid + 4 i +H +o | Yes 
8 mg of citric acid +H — i No 
100 mg of cysteine HCl +H dE ld + | HH Yes 
None + + | 4b | No 
i 1 


Table 7. Influeuce of thiomalic acid or citric acid on the multiplication of Tv in TTM 
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第 8 表 TIM 培地 に お ける Liver extract BO Tv HICH S Zee 
Becta ii heen Generation no, in subculture Possible to 
Cg per 100 ml of | maintain ? 
medium ) 1 | 2 | 3 4 5 (6 

| RS 7 db qw m + H Yes 

0.6 性 ik Ht +H + +t Yes 

TK 0.3 + + ーー No 

0. 15 + + ー No 

x i 一 No 

AN H + + H +H m Yes 

n. +H ++ + = No 

MY 0. d + ES No 

0. 15 zi = No 

0 xS | No 


Table 8. Influence 


of the quantity of liver extract on the multiplication of Tv in TTM 


第 9 表 TTM 培地 に お ける Trypticase 量 の Tv 増殖 に 対す る 影響 
Quantity of tryp- : > 
SI e 7 COTE aOR Re wa subculture | Possible to 
Lum Cg per 100 ml of 1 2 3 4 5 6 maintain ? 
medium ) 
! 
4.2 ui n itt | oH mo n Yes 
1 2 = た EN No 
TK 
1 — No 
0.5 MEE 4 — No 
4.2 HH H H H Ht + Yes 
2 jit ++ = No 
MY 
1 +- ーー No 
0.5 = No 


Table 9. Influence of the quantity of trypticase on the multiplication of Tv in TTM 


当然 で も る . と と で は 最小 必要 量 を 知る 目的 で その 添 
加 量 を 検討 し た が , 第 9 表 か ら 明 ら か な よう に , その 
量 は で 7 培地 に お ける と 同様 4.2g/100ml 量 が 妥当 で 
ある こと 思わ れ た . 
9 TITMiZitHO Trypticase と Peptone (Poly- 
peptone, 和光 ) の 置換 

Trypticase を Peptone で 置換 する 実験 を 行なっ 
Jc. その 成績 は 第 10 表 の 通り で 全量 を Feptone に 置 


換 し て も な お Tv の 継 代 は 可能 で あっ た . し か し 表示 
し な か っ た 他 の 株 で の 成績 も 総合 する と ,′ SEARO 
場合 の Tv の 増殖 は や や 悪く また Peptone 3g と Tryp- 
ticase lg を 加え た 場合 の 成績 も 全量 置換 と 似 て 原虫 
の 増殖 が 不安 定 で あっ た . し か し 両者 を 同 量 の 2 g ず 
つ 加 えた 場合 の 成績 は Trypticase 4g 添加 の 場合 と 
同じ く , 原虫 増殖 は 良好 で 長期 継 代 も 容易 で あっ た . 


穴 ト リコ モナ ス の 培養 だ お ける 和 牛 乳 培地 の 検討 47 
第 10 表 TIM 培地 に お ける Trypticase の Peptone iC k4Z iE JR OSEE 
NNNM EN c RE Rae 
Quantity of trypticase Or | f . | 
. | peptone Generation no. in subculture psssibie to 
Strain Cg per 100 ml of me- 1 2 3 4 a 6 maintain ? 
dium) — 
Trypticase 4 (control) Bu ij JH uh 4+ ; Yes 
Trypticase 2+ Peptone 2 dh n HH 1 Yes 
TK 
| Trypticase 1+ Peptone 3j ++ +4 4 4 N Yes 
Pepton 4 n +H Yes 
E | - 
| Trypticase 4 (control) ui H E Yes 
Trypticase 2-- Peptone 2 + ut 4 } el Yes 
MY 
Trypticase 1+Peptone 3 + 1 -H -+H — No? 
Peptone 4 4 + H We Ue + +H Yes 


Table 10. Influence of replacement of trypticase with peptcre cn the multiplication of Tv in 
TTM 
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の 一 連 の 実験 
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改め る と と に より Ty の 長期 継 代 が 可能 で ある と と を 
知っ た . 
さら に 若 二 の 検討 を 加 


し て 境地 作 


え 到 達し た 培地 は , 生乳 を 用 
いて いる と と , pH が Tv の 最適 で ある 6.0 で ある と と 
(C7 培地 は 7.0, RAED RRA CHOOT, 
Glucose & #8 0.5g/100m1 で ある と と (C7 で は 0.15g/ 
100m1) を 除け ば C7 培地 と 同様 の も の で あっ た が , 
と これ を TTM Xil (Trypticase-Thiomalic acid- 
Milk-Medium) と 呼称 する こと と し た . co TTM 
培地 に よる Tv の 増殖 度 お よび 長期 継 代 の 可否 を 検討 
し た 結果 , 対照 と し た 血清 加 VB 培地 に 劣ら ぬ 優 秀 な 
培地 で ある こと を 知っ た . 

TTM 舎 地 の 各 組成 の 添加 量 に 関し て は あら か じ め 
定量 的 な 吟味 を 加え て 決定 し た . また , 一 部 組成 に つ 
いて は , 置換 実験 を 試み て その 必要 性 を 検討 し た . € 
の 上 成績 は それ ぞ れ の 実験 成績 の 項 に 詳 述 し た が , E 
点 を 総括 する と 次 の よう で ある . 
生乳 量 は 0.25mg/100ml の 少量 で よく , と の 牛乳 の 
滅菌 は 120°C20 分 蒸気 高圧 滅菌 また は 100°C じ , 30 分 , 3 
A RRO い ず れ で も よ Dok, 


Thiomalic 
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acid, Ascorbic acid, Cholesterol は 不可 欠 の 境地 成 
分 と 思わ れ た . た だ し Thiomalic acid は Cysteine 
HCl で 置換 し える と と か ら , Thiomalic acid [33 
地 の 酸 化 選 元 電位 の 低下 に 役立つ も の と 考え られ る . 

Trypticase を Peptone で 置換 する と , 原虫 の 増殖 
は 相当 低下 する . し か し Trypticase, Peptone を 共 
(て 2g ず つと し た 場合 , 原虫 増殖 は 顕著 で あっ た . cn 
ら の と と か ら , も し Peptone に 置換 し た 場合 Yeast 
extract, Liver extract ある い は 何 か 他 の 物質 の 増 
量 ま た は 添加 に よっ て , その 欠点 を 補充 し える の で は 


結 


膝 ト リコ モナ ス 用 培地 と し て 製法 の 容易 な 無血 清 培 
地 の 作 成 を 目的 に 、Samuels の C7 若 地 に 若干 の 改良 
を 加え , 新た に 生乳 加 培 地 TTMGES) を 作製 し , 
培養 成績 を 吟味 し た . 

1. TTM 培 地 に よる Tv 原虫 の 増殖 は きわ め て 良好 で 
あり , か びび 長 期 継 代 培養 も 容易 に 達成 で きる . 

2. 牛乳 は と の 培地 成分 と し て は 不可 欠 の よう に 理解 
され た . その 添加 量 は 0.25m1/100m1 で よく , ALR 
PRLEIS1209C204 m IEZESQAPS, また は 100?C, 30 分 , 

3 回 蒸気 問 歌 滅 贅 の いずれ で も 壇 障 を 認め な か っ た . 
3. その 他 の 培地 組成 に つい て も , その 添加 量 に つい 
て 若干 の 検討 を 加え た . 
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TTAM 佑 地 を 改変 し た 培地 を 考案 し , Tv の 分 離 培養 成 
績 を 検討 し た (中 林 * 宮 田 1967) 

結論 的 に , 今回 著者 ら が 提出 し た TTM 培 地 は Sam- 
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4. TTMSSmoCTEHISNx5u, 牛乳 を 用 
いた と と , Glucose 量 が 0. 5g/100m1 で ある と と , 渡 
ip CHSC“, お よび pH を 6.0 に 調整 し た と と 
で あっ た . 

稿 を 終る に 当り Tv 株 の 分 離 の た め 材 料 採取 に 御 協 
力 い た だ いた 原口 医院 , 原口 哲之 博士 に 深 席 する . 
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